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1. LABORATORIO ALISCCA LTDA. 
La empresa ALISCCA Ltda. Fue fundada en el año 2004 enfocada directamente a 
prestar asesorías en calidad a la industria del sector de alimentos, y a realizar 
análisis microbiológico de alimentos y aguas. En el año 2005 amplió sus servicios 
a los clientes e inició con el laboratorio de análisis Fisicoquímico de alimentos, 
también prestando sus servicios de etiquetados nutricionales y asesoría. 
Posteriormente en año 2006 amplió su portafolio de servicios al implementar 
análisis de aguas a nivel Fisicoquímico. 
 










Hoy en día el laboratorio ALISCCA ofrece servicios de: 
 
Asesoría y capacitación en desarrollo de nuevos productos y procesos del sector 
alimentario. 
Asesoría, capacitación, implementación y monitoreo de: 
 
- BPM (Saneamiento, (limpieza y desinfección, control de residuos sólidos y 
líquidos, control de plagas), control de proveedores, trazabilidad, plan de muestreo 
entre otros). 
- HACCP (Constitución del equipo. Descripción del producto y proceso, 
determinación de riesgos en puntos críticos y puntos críticos de control etc.)  
- ISO 9000 (Compromiso de la dirección, misión, visión, política de la calidad, 
documentación, principios de la calidad relacionados con los procesos, realización 
de producto, compras, medición, análisis y mejoramiento, entre otros). 
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- Auditoría interna de calidad en BPM y HACCP. (Antes de la supervisión del 
Ministerio de Salud y/o certificación especial). 
- Análisis físico (pH, acidez, densidad, ºBrix, grado alcohólico, humedad, entre 
otros).  
- Análisis químico (proteína, grasa total, fibra, minerales, carbohidratos, 
conservantes de alimentos, azúcares reductores y no reductores). 
- Análisis Microbiológico (Recuento total de Mesófilos aerobios, Coliformes totales, 
Coliformes fecales, E. coli, Hongos y Levaduras, Salmonella, Staphilococco, 
Pseudomonas, Listeria Monocitogenes, Esporas CSR, Bacillus Cereus).  
- Etiquetado nutricional: parámetros, contenidos y normatividad. 
- Estudio de vida de anaquel: (determinación de facha de vencimiento y estabilidad 
del producto en condiciones experimentales). 
- Análisis sensorial (prueba de aceptación / rechazo, pareja dúo trío). 
- Análisis microbiológico de aguas y cosméticos. 
- Análisis de Legionella pneumoniae. 
 
Nota: los análisis físicos, microbiológicos y etiquetado nutricional se hacen de 
acuerdo con la normalización vigente; INVIMA e ICONTEC.  
  
Seminarios: 
- Microbiología general, microbiología de alimentos, BPM, HACCP, metrología. 
Mercadeo, análisis de costos, negociación. 
Programa de capacitación continúa para manipuladores de alimentos. 
 
1.1 DESCRIPCION DE LABORATORIO ALISCCA Ltda. 
 
1.1.1 Misión 
Somos ALISCCA Ltda., una empresa prestadora de servicios en asesoría y 
análisis de alimentos, agua y cosméticos que trabaja para el cumplimiento de las 
normas de calidad y los requisitos exigidos por los clientes del sector empresarial, 
por medio del desarrollo de nuevas técnicas, sentido de pertenencia y trabajo en 







Ser una opción integral de asesoría y análisis para las industrias de alimentos, 
cosméticos y bebidas de la región cafetera a través de un portafolio de servicio 
eficiente y confiable que agregue valor a sus clientes, para generar ingresos y 
bienestar a sus propietarios y colaboradores. 
 
1.1.3 Políticas de calidad 
Suministrar a los clientes un servicio adecuado que satisfaga las necesidades de 
cumplimiento de sus estándares de calidad, con la participación de personal 
altamente calificado, actualizado y eficiente, realizando un esfuerzo de 
mejoramiento continuo en todas las actividades, a través del sistema de gestión de 
calidad y la apropiación tecnológica. 
 
1.1.4 Recurso humano 
El laboratorio ALISCCA cuenta con personal interdisciplinario de profesionales 
capacitados que forman un equipo de trabajo con experiencia en análisis en la 
industria de alimentos. 
 
1.1.5 Gerente general 
Dentro de las funciones que desempeña se encuentran: 
- Coordinación de Servicio al cliente. 
- Facilitación de alianzas estratégicas para el laboratorio. 
- Coordinación conjunta con las diferentes áreas de la empresa. 
- Manejo de los recursos económicos de la empresa. 
- Prestar asesoría a las empresas que lo requieran. 
El Gerente general da marcha a los proyectos y da a conocer la empresa. 
 
1.1.6 Analista de microbiología 
El analista tiene el título como Bacteriólogo, con experiencia en microbiología 
industrial y control de calidad de Alimentos. 
Su función consiste en: 
- La toma de muestras dentro y fuera del laboratorio. 
- El procesamiento y análisis de las muestras. 




- Capacitar a manipuladores de alimentos. 
-Atención al cliente. 
- Llevar la trazabilidad de las muestras. 
- Realizar inventario en su área. 
 
El analista programa la toma de muestras y la entrega de los resultados y brinda 
asesoría a los clientes respecto a los resultados obtenidos. 
 
1.1.7 Director técnico de fisicoquímico 
La persona que desempeña esta labor posee el titulo de Químico, con experiencia 
en análisis fisicoquímicos. 
Sus funciones consisten en: 
- Soporte científico a los análisis realizados en el laboratorio 
- Atención al cliente. 
- Implementación de nuevas técnicas de laboratorio. 
- Actualización documental del laboratorio de acuerdo a la normatividad vigente. 
 -Realizar inventario en su área. 
 
El director técnico coordina y realiza los análisis y resuelve inquietudes de los 
clientes acerca de los resultados obtenidos. 
 
1.1.8 Analista de laboratorio fisicoquímico 
El analista de laboratorio fisicoquímico posee el título de tecnólogo químico o de 
áreas afines con experiencia como laboratorista. 
Su función consiste en: 
- Recepción y disposición de muestras. 
- Análisis de muestras. 
- Preparación de reactivos con sus respectivos controles de calidad. 
- Elaborar reportes fisicoquímicos. 
- Responsable de llevar la trazabilidad de las muestras. 
- Mantenimiento preventivo. 
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- Realizar inventario en su área. 
 
1.1.9 Auxiliar pasante de microbiología 
El pasante de Microbiología es estudiante de último semestre de Bacteriología, 
con experiencia en microbiología industrial y control de calidad de Alimentos. 
Su función consiste en: 
- La toma de muestras dentro y fuera del laboratorio. 
- El procesamiento y análisis de las muestras. 
- La elaboración de reportes. 
- Atención al cliente. 
- Realizar inventario en su área. 
- Servir de apoyo, para prestar un mejor servicio al cliente. 
 
1.1.10 Auxiliar de servicios generales 
El Auxiliar de laboratorio realiza: 
- Mantenimiento de la planta física del laboratorio. 
- Lavado del material de ensayo. 
- Realizar inventario en su área. 
- Entrega de reportes. 




Es economista, contador o administrador de empresas. 
Sus funciones son: 
-  Atención al cliente. 
-  Reemplazar al gerente dentro del laboratorio cuando este no se encuentre. 
-  Supervisar el estado de cuenta del laboratorio. 
-  Cobrar cartera. 
-  Dar informes periódicos sobre el estado financiero de la empresa. 
-  Llevar negociaciones con proveedores y clientes. 
6 
 
1.1.12 Técnico en recolección de muestras 
- Dar atención oportuna a los clientes en sus empresas 
- Aplicar buenas prácticas en el muestreo, transporte y almacenamiento de 
muestras en el laboratorio. 
- Diligenciar completamente los formatos de ingresos de muestras (microbiológico 
y físico-químico) 
-Rotular con la información completa las muestras que correspondan con los 
formatos diligenciados. 
- Informar acerca de las inquietudes, sugerencias, quejas y reclamos por parte de 
los clientes. 
- Recoger cartera presentando un informe detallado al respecto. 
- Actualizar y llevar un control de calidad en protocolos, manuales, formatos y 
documentación en general del laboratorio. 
 
1.1.13 Auxiliar de laboratorio fisicoquímico 
- Ayudar en el soporte científico para el montaje de nuevas técnicas en análisis 
físico-químico. 
- Realizar análisis físico-químico de rutina bajo la inspección del analista principal. 
- Apoyar en el diligenciamiento de los formatos pertinentes de esta sección. 




















1.1.15 Recursos Técnicos 
El laboratorio dispone de todo el equipo necesario para desarrollar las pruebas 
analíticas que ofrece. Cada equipo posee códigos de identificación y su respectiva 
hoja de vida, son sometidos a programas de mantenimiento, calibración, 
verificación y ajuste para garantizar su óptimo funcionamiento. 
 
Para el desarrollo de las pruebas analíticas el laboratorio utiliza los métodos y 
procedimientos referenciados en el Standard Methods for Examination of Wáter 
and Wastewater 20th Edition, manuales elaborados por el laboratorio con su 
archivo físico y documentación según la normativa nacional. 
 
1.1.16 Recursos físicos. 
Para el desarrollo de las actividades el laboratorio cuenta con áreas dotadas de 
fluido eléctrico, agua potable, ventilación, iluminación, seguridad y sistema de 
recolección de residuos industriales, campana extractora, entre otros. Las 






Se estima que un 97,02% del agua del planeta se encuentra en los océanos, el 
2,09% en los polos y glaciares, el 0,60% en acuíferos subterráneos y el 0,29% es 
agua dulce superficial. De este último porcentaje es insignificante la porción de 
agua potable.  
 
Por ello es muy importante el manejo del recurso hídrico para consumo humano, 
independientemente de lo que se dedica a la agricultura, la generación eléctrica y 
los servicios industriales, por cuanto éste elemento debe ser entregado a las 
comunidades con excelente calidad, la cual debe ser iniciada desde la misma 
generación, protección de fuentes y recorridos hasta las plantas de tratamiento y 
posteriormente hasta el servicio domiciliario. 
 
El Ministerio de Protección Social publicó el Decreto 1575 del 2007 (mayo 09) con 
el objetivo de establecer el sistema para la protección y control de la calidad del 
agua.1 Este decreto establece que el agua potable es aquella que por cumplir las 
características físicas, químicas y microbiológicas, es apta para consumo humano. 
Posteriormente los ministros de la Protección Social y de Ambiente, Vivienda y 
Desarrollo Territorial, en ejercicio de las facultades legales establecieron la 
resolución 2115 en la cual se establecen los valores máximos aceptables así 
como los rangos que deben cumplir las propiedades físicas, químicas y 
microbiológicas. Estás características son determinadas a diario por medio de 
ensayos de diversos tipos. Sin embargo el artículo 7 del decreto 1575 establece 
que estás metodologías deben ser validadas, revalidadas y estandarizadas en las 
instalaciones de trabajo del laboratorio, para lo cual deben determinar atributos del 
método tales como: límite de detección, límite de cuantificación, reproducibilidad, 
exactitud (porcentaje de recuperación), incertidumbre, linealidad (rango dinámico 
lineal), reporte de interferencias, etc. 2. 
 
En cumplimiento a lo establecido por la ley colombiana todo laboratorio que preste 
el servicio de análisis de agua potable debe validar sus técnicas. La validación es 
la confirmación por análisis y suministro de evidencia objetiva de que se cumplen 
los requisitos particulares para el uso específico de una metodología.3 
Estas técnicas deben validarse para establecer por medio de estudios en 
laboratorio, una base de datos que demuestren científicamente que un método 
analítico tiene las características de desempeño que son adecuadas para cumplir 
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los requerimientos de las aplicaciones analíticas pretendidas. Además, implica la 
demostración de la determinación de las fuentes de variabilidad y del error 
sistemático y al azar de un procedimiento, no solo en la calibración sino en el 
análisis de muestras reales4. La validación debe ser tan exhaustiva como sea 
necesario para responder a las necesidades de la aplicación en cuestión. El 
laboratorio debe registrar los resultados obtenidos, el procedimiento usado para la 
validación y una declaración de que el método se ajusta al uso propuesto.  
 
Este proyecto pretende validar las técnicas instrumentales (determinación de 
hierro total y determinación de fosfatos en agua potable) utilizadas en el 
laboratorio ALISCCA Ltda. Para implementar protocolos y metodologías de 
procedimientos analíticos que posean cartas de control y registros que 
demuestren científicamente que los métodos analíticos del laboratorio generan 
resultados confiables, con límites de detección correctamente establecidos, 
respaldados por una adecuada calibración, recolección y toma de muestras, que 















3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 
Un laboratorio químico analítico debe tener como propósito principal, la producción 
de resultados de calidad excelente5. Este propósito, solo se puede lograr mediante 
el establecimiento de un sistema de calidad bien definido, apropiadamente 
documentado y desarrollado, el cual determine la trazabilidad de las metodologías 
y todos los atributos de respuesta de los métodos, desde interferencias hasta la 
robustez de los mismos.  
 
Cuando en un laboratorio de análisis de aguas se realizan cientos de mediciones 
anualmente, éste debe contar con un amplio grupo de recursos locativos, 
humanos y de conocimiento que le permitan asegurar la obtención de resultados 
altamente confiables. Si las medidas que se realizan en el ámbito de análisis no 
están respaldadas por un adecuado proceso de muestreo, de calibración de 
aparatos e instrumentos, de control en la calidad y manejo de reactivos, etc., no se 
podría garantizar de alguna manera el reporte de resultados veraces. 
 
Para un laboratorio acreditado la responsabilidad en el reporte de resultados es 
predominante; el analista puede decir que ha determinado la presencia de cierto 
analito en una muestra de agua, pero ¿cómo puede demostrar que los resultados 
obtenidos son confiables? La persona que solicita el análisis podría, una vez que 
cuenta con la respuesta cuantitativa, juzgar si la concentración es veraz. Para 
comprobar dichos resultados, el analista debe suministrar evidencias sólidas, 
como por ejemplo, una hoja de vida del equipo en el cual se realizó la medición, 
los límites de detección instrumental y del método, un reporte de análisis 
estadístico de las mediciones de prueba que se realizaron con muestras y 
patrones para verificar la efectividad del método y el procedimiento en las 
condiciones del laboratorio. 
 
¿Es posible determinar de forma experimental y en las condiciones de trabajo la 
exactitud, repetibilidad, robustez, límite de detección para las técnicas hierro total y 











 Documentar los procedimientos de validación de las técnicas: 
determinación de hierro total por la técnica 1,10-ortofenantrolina y 
determinación de fosfatos por la técnica de Denigé, en agua potable en el 
laboratorio ALISCCA LTDA. 
 
 Validar la técnica para la determinación de hierro total por el método 
fotométrico de la 1,10-fenantrolina en agua potable. 
 
 Validar la técnica para determinar fosfatos por el método fotométrico 
Denigé o del azul de molibdeno en agua potable. 
 
 Establecer experimentalmente y para las condiciones del laboratorio 
ALISCCA LTDA, los atributos de las técnicas: Repetibilidad, 
reproducibilidad, exactitud, límite de confianza, límite de detección y 
robustez. 
 
 Realizar los informes de validación de las técnicas determinación de hierro 






Para dar cumplimiento a los objetivos establecidos en este proyecto se seguirán 
las metodologías propuestas por el Standard Methods 20thedición, el protocolo de 
estandarización de métodos analíticos del IDEAM6, también se utilizará el estudio 
del funcionamiento de los métodos por ensayos de colaboración propuestos por 
MILER James Y MILER Jane7.  
El protocolo para la validación de las técnicas, se regirá por siete fases: 
 
5.1 FASE 0 
Revisar los procedimientos de las metodologías analíticas a validar y elaborar toda 
la documentación necesaria y pertinente para el proceso de validación, (formatos 
para toma de datos, asignar códigos internos a los formatos de tomas de datos, 
etc.). 
5.2 FASE I  
Revisión de certificados para vidriería, reactivos y equipos, fechas de calibración y 
hoja de vida de los equipos. 
 
5.3 FASE II 
Calibración de vidriería, evaluación de cumplimiento de especificaciones de 
material, aceptación y/o rechazo de material. 
 
5.4 FASE III 
Análisis de estándares por un único operador durante siete días en condiciones de 
trabajo similares. 
 
5.5 FASE IV 
Análisis de estándares desconocidos preparados por el asesor cuya concentración 




5.6 FASE V 
Análisis de muestras reales, análisis de muestras naturales de diversas 
concentraciones. 
 
5.7 FASE VI 
Análisis de variación en la metodología, evaluación del comportamiento de los 
métodos y su influencia en los resultados (Robustez). 
 
5.8 FASE VII 
Ensayos de colaboración, estudio de funcionamiento de los métodos y evaluación 
de las desviaciones entre laboratorios.  
 
Una vez terminada la FASE VII se procedió a realizar todo el análisis estadístico 
utilizando el programa estadístico statgraphics versión de prueba, los criterios de 
rechazo de datos aplicando la prueba t, repetibilidad, porcentaje de recuperación, 
porcentaje de error y error relativo, etc. 



















6. MARCO TEÓRICO 
 
 
6.1 VALIDACIÓN DE UN PROCEDIMIENTO ANALÍTICO 
Validar un método de análisis consiste en verificar y documentar su validez, esto 
es, su adecuación a unos determinados requisitos previamente establecidos. Se 
debe resaltar el hecho que se valida con un uso específico determinado de 
antemano. Esta noción amplia de lo que implica la validación equivale al concepto 
de adecuación a la finalidad o propósito perseguido. La validación sería pues el 
proceso de verificar que un método es adecuado para su finalidad, es decir, 
adecuado para resolver un problema analítico particular8.  
 
6.2 PROGRAMA INTERLABORATORIOS DE CONTROL DE CALIDAD DE 
AGUA POTABLE (PICCAP) 
A principios de 1995 el Instituto Nacional de Salud percibió la necesidad de 
generar un programa interlaboratorios de control de calidad para aguas potables 
(PICCAP), en Colombia; debido a que, no había ningún programa oficial de control 
en los análisis de aguas para consumo humano, que referenciará a calidad de los 
resultados de los laboratorios de las seccionales de salud y por lo cual no se 
conocía a ciencia cierta su confiabilidad. 
Este programa se inició con la participación de nueve seccionales (entre otras, 
algunas que por la geografía del país se encuentran bastante distantes de la 
capital y con dificultades en muchos aspectos), que fueron capacitadas en 1994 
en el laboratorio de Salud Ambiental del INS en análisis fisicoquímico y 
bacteriológico de aguas. 
Mediante los parámetros establecidos para la evaluación del programa, se 
pretendía que los laboratorios participantes, obtuvieran resultados cada vez más 
confiables en los análisis de agua, para lo cual se realizó un primer envío a 
manera de ensayo piloto en 1995. 
En 1996 la subdirección de ambiente y salud del Ministerio de Salud y el Instituto 
Nacional de Salud, Subdirección de Epidemiología y Laboratorio Nacional de 
Referencia, realizaron un convenio para el desarrollo de actividades propuestas en 
el programa de vigencia de la calidad del agua y como apoyo al sistema de 
información de calidad de aguas en el país. 
Este programa ha generado efectos, tales como: toma de conciencia de la 
necesidad de realizar análisis confiables, mayor atención a las actividades del 
laboratorio de aguas de cada una de las seccionales e impulsó al desarrollo de los 
laboratorios de aguas donde antes no existían. Este programa evalúa entre otros 
aspectos el desempeño de los laboratorios, mediante el seguimiento de resultados 
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a través del tiempo, en los diferentes parámetros fisicoquímicos y bacteriológicos 
contemplados9. 
El programa PICCAP amplió su cobertura a los laboratorios particulares desde el 
año 2000. Actualmente están inscritos 271 laboratorios. 
 
6.3 VALIDACIÓN DE TÉCNICAS 
 
Para conseguir la idoneidad en un resultado analítico es imprescindible la 
utilización de un método confiable. Para asegurar confiabilidad, los métodos 
analíticos deben someterse a un procedimiento de validación ya sea de carácter 
(prospectivo, retrospectivo o de revalidación); para comprobar si el método es lo 
suficientemente confiable y los resultados previstos satisfacen los requisitos 
analíticos prefijados. 
La validación constituye un requisito imprescindible para las buenas prácticas de 
laboratorio, conforme lo establecen diferentes agencias reguladoras y la 
determinación de la incertidumbre debe formar parte de este proceso de validación 
y es esencial para un control continuo de la calidad. A partir del criterio de que no 
existe un modelo único para validación y que los parámetros a evaluar cambian de 
acuerdo con los requisitos legales de diferentes organizaciones y de los 
requerimientos analíticos particulares; solo es recomendable el seguimiento de 
una guía general para la validación de métodos analíticos, en conformidad con 
pautas aceptadas internacionalmente. 
Validar un método de análisis es el proceso que se sigue para definir un requisito 
analítico y confirmar que el método considerado tiene capacidades de rendimiento 
consistentes con las requeridas por la aplicación. Los parámetros de rendimiento 
se establecen de acuerdo a la categoría a la que pertenece el método y siguiendo 
los requisitos exigidos por distintos organismos internacionales que incluyen: 
Intervalo de trabajo, Linealidad, Sensibilidad, de detección, Límite de 
cuantificación, Exactitud, Precisión en términos de Repetitividad y 
Reproducibilidad, Robustez, incertidumbre, etc.10.  
Está implícito que los estudios para determinar los parámetros de rendimiento se 
llevan a cabo mediante equipos que cumplen con las especificaciones, funcionan 
correctamente y están adecuadamente calibrados. Igualmente, el operador que 
realiza los estudios debe ser competente en el campo de trabajo en estudio y debe 
contar con suficientes conocimientos respecto al trabajo como para poder tomar 
decisiones apropiadas a partir de las observaciones realizadas a medida que el 




Un método debe validarse cuando sea necesario verificar que sus parámetros de 
rendimiento son adecuados para usarlos en un problema analítico específico. Por 
ejemplo: 
 El desarrollo de un nuevo método para un problema específico. 
 La revisión de un método ya establecido con el fin de incorporar mejoras en 
él o con el objetivo de ampliarlo para un nuevo problema específico. 
 Cuando el control de calidad indique que un método ya establecido está 
cambiando con el tiempo. 
 Cuando un método ya establecido sea usado en un laboratorio diferente o 
con diferentes analistas o instrumentos. 






La presencia de hierro es un problema de calidad del agua muy común, 
especialmente en aguas de pozos profundos. El agua que contiene pequeña 
cantidad de hierro, puede parecer clara cuando es extraída, pero podrá 
rápidamente tornarse roja, después de su exposición al aire. Este proceso es 
denominado oxidación, y envuelve la conversión de hierro disuelto (ferroso), que 
es altamente soluble, en hierro precipitado (férrico), que es muy insoluble12. El 
hierro se encuentra de manera natural en acuíferos pero los niveles de aguas 
subterráneas pueden aumentar por disolución de rocas ferrosas. Las aguas 
subterráneas que tienen hierro son normalmente de color naranja y provoca el 
destiño en las ropas lavadas, y además tienen un sabor desagradable13. 
El hierro existe en suelo y minerales principalmente como óxido férrico insoluble y 
sulfuro de hierro, FeS2 (pirita). En algunas áreas presenta también como carbonato 
ferroso, siderita, la cual es muy poco soluble. Como las aguas subterráneas 
contienen cantidades apreciables de CO2 producidas por la oxidación bacterial de 
la materia orgánica con la cual el agua entra por contacto se puede disolver 
cantidades apreciables de carbonato ferroso. 
 FeCO3 + CO2 + H2O                                         Fe
2+ +              2 HCO3 
Sin embargo, los problemas con el hierro predominan cuando éste está presente 
en el suelo como compuestos férricos insolubles si existe oxígeno disuelto en el 
agua, la solución del hierro de tales suelos con el agua no ocurre, aun en 
presencia de suficiente CO2 pero en condiciones anaeróbicas el hierro férrico es 
reducido a hierro ferroso y la reacción ocurre sin ninguna dificultad14. En aguas 
subterráneas con hierro ferroso en solución, al ponerlas en contacto del aire, 




   4Fe++ + 8HCO3+ 2H2O +O2                                    4Fe(OH)3     +  8CO2 
En aguas superficiales la concentración de hierro son por lo general bajas, 
menores de 1 mg/L, las aguas subterráneas por el contrario, pueden tener 





El Fósforo puede ser encontrado en el ambiente más comúnmente como fosfato. 
Los fosfatos son substancias importantes en el cuerpo de los humanos porque 
ellas son parte del material de ADN y tienen parte en la distribución de la energía. 
Los fosfatos pueden ser encontrados comúnmente en plantas. Los humanos han 
cambiado el suministro natural de fósforo radicalmente por la adición de estiércol 
ricos en fosfatos. El fosfato era también añadido a un número de alimentos, como 
quesos, salsas, jamón. Demasiado fosfato puede causar problemas de salud, 
como es daño a los riñones y osteoporosis. La disminución de fosfato también 
puede ocurrir. Estas son causadas por uso extensivo de medicinas. Demasiado 
poco fosfato puede causar problemas de salud15. 
Los fosfatos también estimulan el crecimiento de las algas lo que puede ocasionar 
un crecimiento rápido de las algas. Los crecimientos rápidos de algas se pueden 
reconocer con facilidad como capas de limón verde y pueden eventualmente cubrir 
la superficie del agua. Al crecer las plantas y las algas, ahogan a otros 
organismos. Estas grandes poblaciones de plantas producen oxígeno en las capas 
superiores del agua pero cuando las plantas mueren y caen al fondo, son 
descompuestas por las bacterias que usan gran parte del oxígeno disuelto (OD) 
en las capas inferiores. Las masas de agua con altos niveles de fosfatos 
generalmente tienen niveles altos de Demanda Biológica de Oxígeno (DBO) 
debido a las bacterias que consumen los desechos orgánicos de las plantas y 
posteriormente a los niveles bajos de (OD)16. 
Entre las fuentes de fósforo de origen natural cabe mencionar los depósitos y 
rocas fosfóricas las cuales desprenden fósforo, en forma de ortofosfatos 
principalmente, mediante erosión. 
Las especies de fósforo más comunes en aguas naturales incluyen compuestos 
inorgánicos y orgánicos disueltos o suspendidos. Las especies inorgánicas 
incluyen ortofosfatos, polímeros lineales o polifosfatos y polímeros cíclicos o 
metafosfatos. Los compuestos orgánicos comprenden esteres, fosfonatos, ácidos 
nucleícos, fosfolípidos, azúcares, proteínas, ácido aminofosfórico, fosfoamidas y El 
fósforo total incluye distintos compuestos como diversos ortofosfatos, polifosfatos 
y fósforo orgánico. La determinación se hace convirtiendo todos ellos en 
ortofosfatos que son los que se determinan por análisis químico17. 
18 
 
A continuación se exponen algunos métodos para determinar fosfatos: 
 
6.5.1 Determinación de fosfatos por colorimetría (método amarillo del ácido 
vanadomolbdofosfórico). 
En una solución diluida de ortofosfato, el molibdato amónico reacciona en 
condiciones ácidas para formar un heteropoliácido, ácido molibdofosfórico. En 
presencia de vanadio forma ácido vanadomolibdofosfórico amarillo. La intensidad 
del color amarillo es proporcional a la concentración de fosfatos.  
 
6.5.2 Determinación de fosfatos por colorimetría (método azul del ácido 
ascórbico). 
Este método se aplica a la determinación de P inorgánico u ortofosfatos. Se basa 
en la reacción en medio ácido entre el anión fosfato y el molibdato amónico en 
presencia de tartrato de K y Sb, para generar ácido fosfomolíbdico el cual es 
reducido mediante ácido ascórbico generando una coloración azul debida al Mo y 
susceptible de determinación colorimétrica. 
 
6.5.3 Método colorimétrico del fósforo total. 
La digestión con persulfato amónico de la muestra convierte la mayoría de 
compuestos orgánicos de P, polifosfatos, hexametafosfatos y fosfitos inorgánicos 
en ortofosfatos susceptibles en las determinaciones colorimétricas explicadas en 
los puntos anteriores18.  
El ministerio de protección social, ministerio de ambiente, vivienda y desarrollo 
territorial estableció que la concentración de hierro en agua potable debe ser 
menor de 0,3 mg/L y para fosfatos la cantidad admisible debe ser de 0.5 mg/L19. 
 





El método se basa en la reacción de la fenantrolina con el ion Fe++ para formar un 
complejo de color anaranjado rojizo que presenta su absorbancia máxima de luz a 
una longitud de onda de 510 nm. La absorbancia de la solución colorida es 
proporcional a la concentración de hierro y la intensidad del color es independiente 
del pH en el rango de 3 a 9. Un pH entre 2.9 y 3.5 asegura un rápido desarrollo de 




Como el reactivo de fenantrolina es especifico para medir Fe2+ se tiene que reducir 
todo el hierro Fe3+ a Fe2+ lo que se logra utilizando hidroxilamina como agente 
reductor. Es necesario adicionar una solución amortiguadora de acetato para 
asegurar el pH especificado. 
 
Figura 2. Reacción química para el método de la 1,10-fenantrolina 
 
6.6.2 Fundamento 
Hasta el momento los alimentos industrializados que se consumen en nuestro 
medio han sido poco estudiados por su contenido de nutrientes minerales. Se 
presentan regularmente los contenidos de fósforo, calcio, hierro, sodio, potasio, 
cobre y magnesio. El 70% de estos alimentos son preferentemente consumidos 
por niños. 
La frecuencia de consumo de este tipo de alimentos determinaría que sean 
importantes fuentes de macro y micronutrientes minerales y que por la naturaleza 
y composición integral de aquellos, dichos minerales resultarían altamente 
biodisponibles. 
Los datos indican la necesidad de investigar el contenido de nutrientes minerales 
en alimentos para conocer los verdaderos aportes nutricionales a las dietas de las 
poblaciones. 
En los alimentos procesados, cuyo conocimiento sobre su composición en 
minerales es imprescindible para poder evaluar resultados de las ingestas 





Interfieren los agentes oxidantes fuertes: Cianuros, Nitritos, y Fosfatos, Cromo, 
Zinc. El Bismuto, Cadmio, Mercurio, Molibdato y Plata precipitan la fenantrolina. 
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El calentamiento inicial con ácido convierte los polifosfatos a ortofosfatos y 
remueve el cianuro y el nitrito que de alguna manera podrían interferir. La adición 
de la hidroxilamina en exceso elimina los errores causados por las excesivas 
concentraciones de agentes oxidantes fuertes. En presencia de iones de metales 
interferentes se debe añadir fenantrolina en exceso 
 
 





El fósforo es un elemento esencial en el crecimiento de plantas y animales; 
actualmente es considerado como uno de los nutrientes que controla el 
crecimiento de algas. Las algas requieren para su crecimiento fósforo y, 
consecuentemente, un exceso de fósforo produce un desarrollo exorbitado de 
algas, el cual es causa de condiciones inadecuadas para ciertos usos benéficos 
del agua. 
 
El uso de detergentes, los cuales contienen grandes cantidades de fósforo, ha 
aumentado el contenido de fosfato en las aguas residuales domésticas y 
contribuidas al problema de incremento del mismo en las fuentes receptoras. 
 
El fósforo existe en las aguas en varias formas; dichas formas se han calificado de 
distintas maneras, de acuerdo con los métodos de su determinación, lo cual ha 
contribuido a crear confusión sobre la terminología al respecto. 
Las formas de importancia del fósforo en aguas son las siguientes: 
 
 Ortofosfatos 
 Polifosfatos: pirofosfatos, tripolifosfatos y metafosfatos 
 Fosfatos orgánicos 
 
En el anión ortofosfato el átomo de fósforo está enlazado centralmente con los 
átomos de oxígeno. La forma de ortofosfato predominante depende del pH; en 
aguas residuales domésticas es el HPO4
2- 
 
Los polifosfatos pueden interpretarse como polímeros de ácido fosfórico a los 
cuales se les ha removido el agua. Todos los polifosfatos gradualmente se 
hidrolizan y dan como resultado ortofosfatos, es decir que vuelven a convertirse en 
los ortofosfatos de donde provienen. 
 
En los pirofosfatos y tripolifosfatos las moléculas son lineales; en los metafosfatos 
las moléculas son cíclicas. El enlace característico es P--O--P y puede 
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considerarse que son formados por la condensación de dos o más grupos de 
ortofosfatos, razón por la cual también se les conoce como fosfatos condensados. 
 
La química de los compuestos orgánicos de fósforo es muy compleja; se sabe que 
su descomposición conduce a ortofosfatos, Anteriormente los ortofosfatos se 
consideraban como PO4
3- y se determinan como fosfatos; en aguas residuales 
crudas existen las tres formas; por ello, la mejor forma de controlar fósforo es 




Todas las formas de fósforo se determinan por conversión de la especie que se 
busca en ortofosfatos; el procedimiento en cada caso es específico para 
ortofosfatos. 
 
El método Denigé o del cloruro estañoso se basa en que los ortofosfatos en 
condiciones ácidas reaccionan con el molibdato de amonio para formar un 
complejo conocido como fosfomolibdato de amonio, el cual es reducido por el 
cloruro estañoso para dar un complejo azul llamado molibdeno azul, cuyo color es 




La sílice y el arsénico causan interferencias positivas, solo si la muestra se 
calienta. Las interferencias negativas son causadas por arsenatos, fluoruros, torio, 
bismuto, sulfuro, tiosulfato, exceso de molibdato. El color azul es causado por el 
ion ferroso pero este no afecta los resultados si el hierro se encuentra en 
concentraciones menores de 100mg / L. Las interferencias por sulfuros pueden 




La espectroscopia consiste en el estudio cualitativo y cuantitativo de la estructura 
de los átomos o moléculas o de distintos procesos físicos mediante el empleo de 
la absorción, emisión o dispersión de radiación electromagnética (luz). Las 
técnicas espectroscópicas se basan en la interacción luz-materia. Esta interacción 
puede provocar un cambio en la dirección de la radiación y/o transiciones entre 
niveles de energía de átomos o moléculas. Según Maxwell, la luz es una radiación 
electromagnética caracterizada por una frecuencia () o longitud de onda () 




La radiación electromagnética se representa como un campo eléctrico y otro 
magnético que están en fase, con oscilaciones sinusoidales en ángulo recto de 
uno respecto a otro y respecto a la dirección de propagación20. 
Cuando la luz interacciona con la materia se pueden dar los siguientes 
fenómenos: 
ABSORCIÓN: transición desde el estado fundamental a uno o varios estados 
excitados de un átomo o molécula, que tiene lugar con transferencia de energía 
procedente de la radiación electromagnética. 
 
EMISIÓN: transición desde estados excitados a estados de menor nivel de 
energía con emisión de radiación. 
 
DISPERSIÓN: cambio en la dirección de la luz debido a su interacción con la 
materia; puede ocurrir con o sin transferencia de energía.  
 
 
6.8.1 Espectroscopia de absorción molecular uv/vis  
 









Figura 4. Instrumento medición UV/visible de doble haz 
 
 
•  Fuente de radiación: lámpara de Deuterio o Hidrógeno: proporcionan 
espectro continuo en la región UV (160-375 nm) 
•  lámpara de filamento de Tungsteno: radiación visible e IR cercano 
•  arco de xenón: espectro continuo entre 150 y 800 nm  
•  Selector de longitudes de onda: 
•  filtros 
•  monocromadores: de red, de prisma 
•  Recipiente muestra:  
•  cubetas cuarzo o sílice fundida para que sean transparentes a la luz 
(permitan en paso de radiación de la región espectral de interés) 
•  Detector de radiación:  
•  fotomultiplicadores y fotodiodos 
 
La medida cuantitativa de la absorción de radiación por la materia implica medir 
los cambios (reducción) en la potencia del haz de radiación, P, que pasa a través 
de la celda de absorción que contiene la sustancia absorbente. Cuando la 















P1: Potencia del haz incidente.  
P2: Potencia de la radiación transmitida.  
P0: Potencia tras atravesar la primera pared de la celda.  
P: Potencia tras atravesar el medio absorbente.  
Si P1 es el poder radiante del haz
 en ausencia de disolución absorbente y 
P2 la potencia de la radiación transmitida cuando se ha colocado la disolución 
absorbente. 
La “transmitancia”, T, o fracción de radiación incidente transmitida por la 
disolución, que medirá el espectrofotómetro será : 
                       P2 
                T = ----- 
                       P1  
Mientras que la transmitancia interna, debida exclusiva mente a la sustancia 
absorbente, sería:  
                         P 
           Interna =  ----- 
                         P0 
Es esta Interna la que queremos medir, como exclusiva de las especies 
absorbentes. Por ello, se refiere la medida siempre a un “blanco” consistente en el 
disolvente y otros constituyentes de la muestra excepto la especie absorbente. La 
transmitancia es una medida de la cantidad de luz no absorbida. 
 
Espectrofotometría se refiere al uso de la luz para medir las concentraciones de 
sustancias químicas; cuando una molécula absorbe un fotón para de un estado 
basal o fundamental, a un estado excitado (la energía de la molécula se 
incrementa), así, la intensidad de los fotones que pasan a través de una muestra 
que contiene el analito, se atenúa debido a la absorción, la medida de esta 
atenuación, que recibe el nombre de absorbancia, la cual sirve de señal21. 
 
 





El color de una sustancia está dado por la capacidad de la misma para absorber la 
radiación electromagnética a diferentes longitudes de onda así; Midiendo la 
intensidad de color se podría conocer la concentración de la sustancia que lo 
produce ya que La energía de un haz radiante disminuye en relación con la 
distancia que viaja a través de un medio absorbente. También disminuye en 
relación con la concentración de iones o moléculas absorbentes presentes en el 
medio. Estos dos factores determinan la proporción de la energía incidente total 
que es transmitida22. La disminución de la energía de radiación monocromática 
que pasa a través de un medio absorbente homogéneo, se establece 
cuantitativamente por la Ley de Beer. Para ello se aplican técnicas fotométricas, 
empleando un aparato llamado colorímetro (si mide sólo un determinado color) o 
espectrofotómetro (si realiza una medida de todo el espectro de colores).La luz es 
parte de la radiación electromagnética, que se propaga de forma ondulatoria. 
 
Las distintas radiaciones luminosas (los distintos colores) se diferencian unas de 
otras por sus longitudes de onda (L (distancia entre la cresta de una onda y la 
siguiente), que se mide en nm. La luz visible engloba las radiaciones 
comprendidas entre 380-750 nm, que corresponden a los colores del arco-iris, de 
tal forma que cada color corresponde a una radiación con una L específica. El 
espectrofotómetro dispone de una lámpara que emite luz monocromática, de una 
longitud de onda determinada, que incide y atraviesa la muestra coloreada a 
medir, y de un detector, que medirá la cantidad de luz que no es absorbida por la 
muestra. Para cada sustancia determinada, se utiliza la radiación de longitud de 




















7.1 FASE 0 
Se revisaron los procedimientos de las metodologías analíticas a validar y para 
toda la documentación generada en el proceso, se crearon archivos físicos o 
carpetas, las cuales se radicaron en el archivo técnico y se encuentran disponibles 
para consulta permanente. 
 
7.2 FASE I  
Se verificaron las fichas técnicas de los equipos y materiales así como 
calibraciones anteriores y actuales, para obtener las posibles variaciones de 
medición e incertidumbres que éstos pueden aportar a los resultados; Información 
importante para la determinación de incertidumbres de las técnicas.  
Se diseñó un plan y procedimiento detallado para la preparación y análisis de 
reactivos, estándares, muestras, de acuerdo con el tiempo de vida útil de cada una 
y a su vez la estabilidad del analito. 
 
7.3 FASE II 
Calibración de vidriería, evaluación de cumplimiento de especificaciones de 
material, aceptación y/o rechazo de material; En caso de necesitar material se 
adquirió. 
 
 7.3.1 Inventario de materiales 
De igual manera se hizo un inventario de vidriería y otros materiales necesarios, 
señalando en cada caso las cantidades necesarias para cada día y los 
requerimientos para su limpieza. Este último atendiendo a los procedimientos 
descritos en el manual de lavado de material del Instituto Nacional de Salud. 
También fue necesario calibrar el material con el fin de disminuir la incertidumbre 
asociada a la medición y de acuerdo a los resultados aceptar y/o rechazar el 
material. 
 
7.3.2 Limpieza del material 
Se siguieron los procedimientos específicos sobre descontaminación, limpieza de 
material y disposición de los desechos, descritos en el Manual de Seguridad. 
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7.4 FASE III 
Se prepararon las soluciones estándares y se analizaron por un único operador 
durante siete días en condiciones de trabajo similares, teniendo como criterios la 
información teórica obtenida (protocolos de laboratorio, el Standard Methods, entre 
otros) se realizó análisis de estándares una concentración por día, analizando un 
total de 49 muestras. 
 
7.4.1 Análisis de hierro  
 
7.4.1.1 Preparación de la solución patrón de hierro de 200ppm 
Se preparó solución estándar de hierro de 200ppm ya que ha esta concentración 
el estándar es estable. 
En un vaso de precipitados se agregó 50 ml de agua, lentamente adicionar 20 ml 
de ácido sulfúrico concentrado (98%) y se disolvió 1,494g de sulfato ferroso 
amónico hexahidratado (Fe(NH4)2(SO4)2.6H2O). Se adiciono solución de 
permanganato de potasio (KMnO4) gota a gota hasta que persistió un color rosado 
pálido. Se transfirió cuantitativamente a un balón aforado de un litro y se enraso 
con agua destilada libre de hierro23. 
 
7.4.1.2 Preparación de la solución patrón de hierro de 10ppm  
Se purgo y midió con una pipeta aforada 50ml de solución patrón de 200ppm y se 















7.4.1.3. Diagrama de flujo para la preparación de solución patrón de hierro de 
200ppm. 
 





























cuantitativamente a un 
matraz aforado de 1L y 
enrase con agua libre 
de hierro. 
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7.4.2 Análisis de fosfatos 
 
7.4.2.1 Preparación de la solución patrón de fosfatos de 200ppm 
Se preparó una solución estándar de hierro de 200ppm ya que ha esta 
concentración el estándar es estable. 
 
En un vaso de precipitados se pesó 0,2864g de KH2PO4 anhidro y se disolvieron 
en agua destilada, luego se transfirió cuantitativamente a un balón aforado de un 




cuantitativamente a un 
matraz aforado de 1L y 




Purgar y medir con una 
pipeta aforada 50ml de 
solución patrón de 
200ppm de hierro 
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7.4.2.2 Preparación de la solución patrón de Fosfatos de 10ppm  
Se purgo y medió con una pipeta aforada 50ml de solución patrón de 200ppm y se 
transfirió a un balón aforado de un litro y se completó con agua libre de fosfatos 
hasta el aforo.26. 
 
7.4.2.3 Diagrama de flujo para la preparación de solución patrón de Fosfatos 
de 200ppm. 
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7.4.3 PREPARACION DE CURVAS DE CALIBRACION 
 
7.4.3.1 Curva de calibración para hierro 
Se preparó una serie de patrones de 0.05, 0.20, 0.40, 0.60, 0.80, 1.00 y 1.50ppm 
(tabla 1) a partir de la solución madre preparada de 10ppm, de la siguiente 
manera. 
Inicialmente se marcó 8 balones aforados de 100ml como se indica: Blanco, (0.05, 
0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1, 1.5) ppm. Se adiciono 10ml de agua destilada a cada uno, con 
bureta de 25ml se adiciono (0.5, 2, 4, 6, 8,10 y 15) ml de solución patrón de 
10ppm a cada balón correspondiente, al blanco no se le adiciono solución patrón. 
Posteriormente se agrego 1ml de hidroxilamina y se agito, se agrego 5ml de 
solución reguladora de acetato de amonio y 5ml de solución reguladora de acetato 
de sodio, se agito y se agrego 2ml de orto-fenantrolina, inmediatamente se aforo 
con agua destilada y se tomo un tiempo de 15 minutos para que se desarrollara 
Transfiera 
cuantitativamente a un 
matraz aforado de 1L y 




Purgar y medir con una 
pipeta aforada 50ml de 
solución patrón de 
200ppm de fosfato 
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totalmente el color como se observa en la figura 6. Con el equipo calibrado y 
longitud de onda ajustada se procedió a la medición27.Para manejo del equipo de 
medición de absorbancia ver anexo I. 
 
Figura 6. Fotografía curva patrón hierro  
 
 
NOTA: El estándar de 10ppm de Hierro no es estable por más de 2 meses ya que 
tiende a formar floculos y/o aglomerados que alteran la concentración de la 
solución; sin embargo el estándar de 200 ppm si lo es.  
 
 












FECHA DE PREPARACION :27/04/09 
CURVA    HIERRO 
CONCENTRACION ABSORBANCIA 
















El laboratorio ALISCCA Ltda. Utiliza dos criterios estadísticos para aceptar un 
comportamiento como lineal. 
 
- El primero es un coeficiente de correlación (R2) cercano a uno (1) 
- El segundo es utilizar una prueba t de contraste t de dos colas y (n-2) grados de 
libertad 
 
De la curva de calibración se obtiene: 
   
R2= 0,9999       r= 0,9999 
 
Utilizando la fórmula para calcular el t experimental se obtiene: 
 
  
        
     
 
 
t experimental: 223,58 
 
t de tablas:    2,36 
 
 


















Concentracion de Hierro [ppm]




Aplicando una prueba de contraste t de dos colas y (n-2) grados de libertad con un 
nivel de confianza del 95 %, se concluye que: como el t calculado es mayor al t de 
tablas se rechaza la hipótesis nula que dice que no existe correlación significativa 
entre la concentración y la absorbancia, por lo tanto se acepta la hipótesis 
alternativa que dice que si existe. 
 
La anterior curva de calibrado muestra el cumplimiento de la ley de Beer y la 
linealidad en la preparación de los patrones de hierro, lo cual es de suma 
importancia para el análisis de los estándares y muestras desconocidas. 
 
7.4.3.2 Curva de calibración para fosfatos 
Se preparó una serie de patrones de 0.05, 0.10, 0.20, 0.40, 0.80, y 1,6.ppm a 
partir de la solución madre preparada de 10ppm (tabla 2), de la siguiente manera: 
 
Inicialmente se marcó balones aforados de 50ml como se indica: Blanco, (0.05, 
0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1,6) ppm. Se adiciono 10ml de agua destilada a cada uno, con 
bureta de 25ml se adiciono (0.5, 1, 2, 4, 8, y 16) ml de solución patrón de 10ppm a 
cada balón correspondiente, al blanco no se le adiciono solución patrón. 
Posteriormente se agrego 4ml de solución de molibdato de amonio y agitar 
vigorosamente, posteriormente se adiciono 10 gotas de cloruro estañoso y se 
agito vigorosamente, se aforo rápidamente con agua destilada y se inicio de 
inmediato la medición de 12 minutos para que se desarrolle totalmente el color. 
Con el equipo calibrado y longitud de onda ajustada se procedió a la medición28. 
 












FECHA DE PREPARACION :01/07/09 
















El laboratorio ALISCCA Ltda. Utiliza dos criterios estadísticos para aceptar un 
comportamiento como lineal: 
 
- El primero es un coeficiente de correlación (R2) cercano a uno (1) 
- El segundo es utilizar una prueba t de contraste t de dos colas y (n-2) grados de 
libertad 
 
De la curva de calibración se obtiene: 
   
R2= 0,999       r= 0,999 
 
Utilizando la fórmula para calcular el t experimental se obtiene: 
 
  
        
     
 
 
t experimental: 44,69 
t de tablas:    2,45 
Aplicando una prueba de contraste t de dos colas y (n-2) grados de libertad con un 
nivel de confianza del 95 %, se concluye que: como el t calculado es mayor al t de 
tablas se rechaza la hipótesis nula que dice que no existe correlación significativa 
















Concentración de Fosfatos [ppm]




entre la concentración y la absorbancia, por lo tanto se acepta la hipótesis 
alternativa que dice que si existe. 
 
La anterior curva de calibrado muestra el cumplimiento de la ley de Beer y la 
linealidad en la preparación de los patrones de hierro, lo cual es de suma 
importancia para el análisis de los estándares y muestras desconocidas. 
 
 
7.5 ANALISIS DE PATRONES POR UN MISMO OPERADOR 
 
7.5.1 Análisis de hierro 
A partir de la solución patrón de 10ppm de Hierro se procedió a preparar patrones 
de igual concentración teórica y se hizo las mediciones correspondientes. (tablas 
de la 3 a la 10) 
 
 





















MUESTRA ABSORBANCIA CONCENTRACION 
1 0,012 0,056 
2 0,011 0,055 
3 0,011 0,054 
4 0,011 0,053 
5 0,011 0,052 
6 0,011 0,052 
7 0,011 0,052 
8 0,010 0,050 
CONCENTRACION DEL BLANCO: < 0,005 
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FECHA DE ENSAYO  26/05/09 
HIERRO 
CONCENTRACION 
TEORICA 0,1 ppm 
MUESTRA ABSORBANCIA CONCENTRACION 
1 0,022 0,108 
2 0,022 0,108 
3 0,022 0,108 
4 0,022 0,107 
5 0,022 0,107 
6 0,021 0,104 
7 0,021 0,103 
CONCENTRACION DEL BLANCO: <0,005 
FECHA DE ENSAYO  06/05/09 
HIERRO 
CONCENTRACION 
TEORICA 0,2 ppm 
 MUESTRA ABSORBANCIA CONCENTRACION 
1 0,042 0,212 
2 0,042 0,211 
3 0,042 0,211 
4 0,042 0,209 
5 0,042 0,209 
6 0,041 0,206 
7 0,041 0,205 
CONCENTRACION DEL BLANCO: <0,005 
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FECHA DE ENSAYO  07/05/09 
HIERRO 
CONCENTRACION 
TEORICA 0,4 ppm 
MUESTRA ABSORBANCIA CONCENTRACION 
1 0,080 0,405 
2 0,080 0,404 
3 0,080 0,403 
4 0,080 0,403 
5 0,080 0,403 
6 0,079 0,401 
7 0,079 0,401 
CONCENTRACION DEL BLANCO: < 0,005 
FECHA DE ENSAYO  07/05/09 
HIERRO 
CONCENTRACION 
TEORICA 0,6 ppm 
MUESTRA ABSORBANCIA CONCENTRACION 
1 0,119 0,607 
2 0,119 0,606 
3 0,119 0,605 
4 0,119 0,604 
5 0,118 0,601 
6 0,118 0,601 
7 0,118 0,600 
CONCENTRACION DEL BLANCO: <0,005 
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FECHA DE ENSAYO  11/05/09 
HIERRO 
CONCENTRACION 
TEORICA 0,8 ppm 
MUESTRA ABSORBANCIA CONCENTRACION 
1 0,158 0,806 
2 0,158 0,806 
3 0,158 0,804 
4 0,157 0,802 
5 0,157 0,801 
6 0,157 0,799 
7 0,157 0,798 
CONCENTRACION DEL BLANCO: <0,005 
FECHA DE ENSAYO  11/05/09 
HIERRO 
CONCENTRACION 
TEORICA 1 ppm 
MUESTRA ABSORBANCIA CONCENTRACION 
1 0,197 1,008 
2 0,197 1,007 
3 0,197 1,006 
4 0,197 1,004 
5 0,196 1,003 
6 0,196 1,002 
7 0,196 1,002 
CONCENTRACION DEL BLANCO: < 0,005 
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7.5.2 Análisis de fosfatos  
A partir de la solución patrón de 10 ppm de fosfatos se procedió a preparar 
patrones de igual concentración teórica y se hizo las mediciones correspondientes. 
 
 












FECHA DE ENSAYO  11/05/09 
HIERRO 
CONCENTRACION 
TEORICA 1,5 ppm 
MUESTRA ABSORBANCIA CONCENTRACION 
1 0,297 1,498 
2 0,297 1,498 
3 0,297 1,497 
4 0,296 1,495 
5 0,296 1,493 
6 0,296 1,492 
CONCENTRACION DEL BLANCO: <0,005 
FECHA DE ENSAYO  08/07/2009 
FOSFATOS 
CONCENTRACION 
TEORICA 0,05 ppm 
MUESTRA ABSORBANCIA CONCENTRACION 
1 0,026 0,048 
2 0,026 0,049 
3 0,027 0,051 
4 0,027 0,052 
5 0,027 0,052 
6 0,027 0,053 
7 0,028 0,054 
8 0,028 0,054 
CONCENTRACION DEL BLANCO: <0,0005 
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FECHA DE ENSAYO  09/07/2009 
FOSFATOS 
CONCENTRACION 
TEORICA 0,1 ppm 
MUESTRA ABSORBANCIA CONCENTRACION 
1 0,041 0,098 
2 0,041 0,098 
3 0,041 0,099 
4 0,041 0,099 
5 0,042 0,100 
6 0,042 0,11 
CONCENTRACION DEL BLANCO: <0,0005 
FECHA DE ENSAYO  10/07/2009 
FOSFATOS 
CONCENTRACION 
TEORICA 0,2 ppm 
MUESTRA ABSORBANCIA CONCENTRACION 
1 0,071 0,196 
2 0,072 0,198 
3 0,072 0,198 
4 0,072 0,199 
5 0,072 0,201 
6 0,072 0,202 
CONCENTRACION DEL BLANCO:< 0,0005 
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FECHA DE ENSAYO  11/07/2009 
FOSFATOS 
CONCENTRACION 
TEORICA 0,4 ppm 
MUESTRA ABSORBANCIA CONCENTRACION 
1 0,132 0,397 
2 0,132 0,398 
3 0,133 0,399 
4 0,133 0,400 
5 0,133 0,401 
CONCENTRACION DEL BLANCO: <0,0005 
FECHA DE ENSAYO  13/07/2009 
FOSFATOS 
CONCENTRACION 
TEORICA 0,8 ppm 
MUESTRA ABSORBANCIA CONCENTRACION 
1 0,253 0,792 
2 0,253 0,794 
3 0,253 0,796 
4 0,254 0,799 
5 0,254 0,801 
6 0,254 0,807 
CONCENTRACION DEL BLANCO: 0,000 
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Analizando los datos obtenidos y determinando los atributos estadísticos, se 
obtuvieron la media, la desviación media, la desviación relativa, el error absoluto y 














FECHA DE ENSAYO  14/07/2009 
FOSFATOS 
CONCENTRACION 
TEORICA 1,6 ppm 
MUESTRA ABSORBANCIA CONCENTRACION 
1 0,467 1,596 
2 0,468 1,597 
3 0,468 1,598 
4 0,468 1,598 
5 0,469 1,600 
6 0,472 1,610 DATO 
DESCARTADO 
CONCENTRACION DEL BLANCO: <0,0005 
44 
 




Según los resultados de los siete lotes analizados de hierro, se puede concluir que 
el método presenta errores considerables a la concentración de 0,05 ppm en 
hierro, al igual que se presenta con las desviaciones relativas; Sin embargo a 
medida que la concentración aumenta, estos errores adquieren valores pequeños 






HIERRO LOTE1 LOTE 2 LOTE 3 LOTE 4 LOTE 5 LOTE 6 LOTE 7 
 
LOTE 8 





[ ] exp. (ppm) 0,05 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,5 
ENSAYOS [ ] teórica: 
1 
0,056 0,108 0,212 0,405 0,607 0,806 1,008 1,498 
2 
0,055 0,108 0,211 0,404 0,606 0,806 1,007 1,498 
3 
0,054 0,108 0,211 0,403 0,605 0,804 1,006 1,497 
4 
0,053 0,107 0,209 0,403 0,604 0,802 1,004 1,495 
5 
0,052 0,107 0,209 0,403 0,601 0,801 1,003 1,493 
6 
0,052 0,104 0,206 0,401 0,601 0,799 1,002 1,492 
7 
0,052 0,103 0,205 0,401 0,600 0,798 1,002 -------- 
8 
0,050 
















MEDIO 0,003 0,00643 0,009 0,00285 0,00343 0,00229 0,00457 
-0,0045 
ERROR 









Tabla 18. ATRIBUTOS PARA LA DETERMINACION DE FOSFATOS EN AGUA 
 
TECNICA: 
FOSFATOS LOTE 1 LOTE 2 LOTE 3 LOTE 4 LOTE 5 LOTE 6 
FECHA 8/7/09 9/7/09 10/7/09 11/7/09 13/7/09 14/7/9 
  
[ ] exp. (ppm) 0,05 0,1 0,2 0,4 0,8. 1,6 
ENSAYOS [ ] teórica (ppm): 
1 
0,054 0,101 0,202 0,401 0,807 1,610 
descartado 
2 0,054 0,100 0,201 0,400 0,801 1,600 
3 0,053 0,099 0,199 0,399 0,799 1,598 
4 0,052 0,099 0,198 0,398 0,794 1,598 
5 0,052 0,098 0,198 0,397 0,792 1,597 
6 0,051 0,098 0,196 0,399 0,792 1,596 
7 0,049 --------- --------- --------- 0,798 --------- 
8 0,048 -------- ------- ------- ------- ------- 
MEDIA X 0,052 0,099 0,199 0,399 0,798 1,598 
DESVIACION 
MEDIA 0,0172 0,000889 0,00167 0,001 0,00420 0,00104 
DESVIACION 
RELATIVA 0,03329 0,00896 0,00838 0,002506 0,00527 0,000651 
ERROR MEDIO 0,0163 
-




ABSOLUTO 0,0163 0,000833 0,001 0,001 0,00243 0,0022 
ERROR 
RELATIVO 0,0325 0,00833 0,005 0,0025 0,00304 0,00138 
 
Según los resultados de los Seis lotes analizados de fosfatos, se puede concluir 
que el método presenta errores considerables a la concentración de 0,05 ppm en 
fosfatos, al igual que se presenta con las desviaciones relativas; Sin embargo a 
medida que la concentración aumenta, estos errores adquieren valores pequeños 








Tabla 19. DATOS PARA LA DETERMINACIÓN DE LA PRECISION DEL 
METODO EN TERMINOS DE REPETITIVIDAD PARA HIERRO TOTAL 
 
TECNICA HIERRO TOTAL FECHA:21/06/09 
VALOR TEORICO 0,2 ppm  
ENSAYOS 
VALOR EXP.  
( O ) ERROR ( O – T) 
1 0,2467 Descartado 0,0467 
2 0,2124 0,0124 























15 0,1909 -9,1 x10
-3 
16 0,1868 -0.0132 
MEDIA 0,2007 
INCERTIDUMBRE ESTANDAR(por 
repetitividad) 0,001895 ppm 
INCERTIDUMBRE ESTANDAR 
RELATIVA 
(por repetitividad del método) 
0,009442 
 
DESVIACION MEDIA 0,006220 










De acuerdo a los resultados obtenidos en las tabla 19 para la determinación de la 
precisión en términos de repetitividad para hierro total, se puede concluir que la 
técnica tiene una muy buena repetitividad, lo cual es muy importante en las 
técnicas a la hora de la estimación de resultados. Tal como lo muestran los 
análisis de lotes con la misma concentración, esta técnica es perfectamente válida 
para obtener resultados con una buena confiabilidad, puesto que las desviaciones 
y los errores relativos tienen poca variación. 
Para el cálculo de los atributos de las técnicas se utilizaron las siguientes 
formulas: 
 




Donde s= desviación estándar poblacional y n= al número de ensayos o 
repeticiones,  =promedio 
 























Tabla 20. DATOS PARA LA DETERMINACIÓN DE LA PRECISION EN 














O ) ERROR ( O – T) 
1 0,054 0,004 
2 0,054 0,004 









8 0,052 0,002 
9 0,052 0,002
 
10 0,051 0,001 
11 0,051 0,001 
12 0,050 0 
13 0,049 -0,001 
14 0,048 -0,002 
15 0,048 -0,002 
16 0,048 -0,002 
MEDIA 0,05131 
INCERTUMBRE 
ESTANDAR(por repetitividad) 0,00005132ppm 
INCERTIDUMBRE 
ESTANDAR RELATIVA(por 
repetitividad del método) 1,0019x10
-3 
DESVIACION MEDIA 0,001566 
DESVIACION RELATIVA 0,03053 
DESVIACION ESTÁNDAR 
P.  0,002030 
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De acuerdo a los resultados obtenidos en la tabla 20 para la determinación de la 
precisión en términos de repetitividad para fosfatos, se puede concluir que la 
técnica tiene una muy buena repetitividad, lo cual es muy importante en las 
técnicas a la hora de la estimación de resultados. Tal como lo muestran los 
análisis de lotes con la misma concentración, esta técnica es perfectamente válida 
para obtener resultados con una buena confiabilidad, puesto que las desviaciones 




Tabla 21. Datos para homoceasticidad en hierro 
HOMOCEASTICIDAD PARA HIERRO 
 
Exp. teórica abs Y^ Y^- Y media ( X-Xmedia) (x-xmedia)^2 
 
0,053 0,05 0,011 0,0112 0,000205 -0,53125 0,2822 
 
0,106 0,1 0,0217 0,0210 -0,0006882 -0,48125 0,2316 
 
0,209 0,2 0,0417 0,0406 -0,001075 -0,38125 0,1454 
 
0,403 0,4 0,0797 0,0798 0,0001519 -0,18125 0,03285 
 
0,603 0,6 0,1185 0,1191 0,0005775 0,01875 0,0003515 
 
0,802 0,8 0,157 0,1583 0,001304 0,21875 0,04785 
 
1,005 1 0,1966 0,1975 0,0009300 0,41875 0,1754 
 
1,496 1,5 0,2971 0,2956 -0,0014042 0,91875 0,8441 




















Grafica 3. Homoceasticidad en hierro 
 
 
En la grafica 3.se puede observar que no hay más de tres puntos formando una 
línea recta por lo cual se confirma que la varianza es constante en todos los 
puntos por lo que se verifica la homoceasticidad de los datos. 
LIMITE DE CUANTIFICACION (LOC)       
   
  
  
         
 
LIMITE DE DETECCION (LOD)        
   
  
  
         
 
T experimental   
        
     
 donde n= # de datos y r= coeficiente de correlación  
  
  =  Desviación estándar de los residuos=
  
    
             





















CONCENTRACIÓN EN ppm de Fe
HOMOCEASTICIDAD PARA HIERRO 
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t experimental 175,9 




por regresión lineal 0,006621 
K = # repetición 6 
n = # ensayos 8 
 
El coeficiente de correlación es significativo, ya que aplicando una prueba t de dos 
colas y n-2° de libertad, el t calculado fue mayor al t de las tablas. Ver anexo 2; 
Por lo tanto se rechaza la hipótesis nula y se concluye que existe una correlación 
significativa entre la absorbancia y la concentración. 
 




























Tabla 23. Datos para homoceasticidad en fosfatos. 
 
HOMOCEASTICIDAD PARA FOSFATOS 
 
Exp. teórica abs Y^ Y^- Y media (X-Xmedia) (X-Xmedia)^2 
 
0,052 0,05 0,027 0,0301 0,003072 -0,475 0,2256 
 
0,099 0,1 0,041 0,0444 0,003361 -0,425 0,1806 
 
0,199 0,2 0,072 0,0729 0,0009439 -0,325 0,1056 
 
0,399 0,4 0,133 0,1301 -0,002893 -0,125 0,01563 
 
0,798 0,8 0,254 0,2444 -0,009568 0,275 0,07563 
 
1,598 1,6 0,468 0,4730 0,005083 1,075 1,156 
sumatoria 3,145 
 
0,995 0,9950 -2,15E-08 0 1,759 
Media 0,5242 0,525 0,1658 
     
 
 
Grafica 5. Homoceasticidad en fosfatos 
 
 
En la gráfica 5.se puede observar que no hay más de tres puntos formando una 
línea recta por lo cual se confirma que la varianza es constante en todos los 











































por regresión lineal) 0,01155 
K = # repetición 6 
n = # ensayos 6 
 
 
El coeficiente de correlación es significativo, ya que aplicando una prueba t de dos 
colas y n-2° de libertad el t calculado fue mayor al t de las tablas. Ver anexo 2; Por 
lo tanto se rechaza la hipótesis nula y se concluye que existe una correlación 
significativa entre la absorbancia y la concentración. 
Grafica 6. Correlación absorbancia en función de la concentración de fosfatos. 
 
 






















7.6 FASE IV 
Se prepararon las soluciones estándares y se analizó los estándares 
desconocidos preparados por el asesor cuya concentración solo fue revelada al 
finalizar la fase. 
 
Se prepararon los materiales necesarios para el análisis de muestras 
desconocidas y se hizo el procedimiento indicado para el análisis de hierro y 
fosfato. Las muestras de Hierro se realizaron el día 06 de julio y las muestras de 


















      
      
     
# 1 0,1 0,1 111 
#2 0,05 0,05 110 
#3 0 0 0 
#4 0,2 0,210 105 
#5 0,5 0,511 102,2 
#6 0,06 0,062 103,33 
#7 0,15 0,153 102 
#8 00,5 0,051 102 
#9 0,2 0,204 102 
















      
      
     
# 1 0,2 0,168 84 
#2 0,1 0,099 99 
#3 0,2 0,21 105 
#4 0,5 0,51 102 
#5 0,3 0,3 100 
 
Al comparar los resultados de las tablas 25 y 26 tanto teóricos como los 
experimentales se obtuvo el nivel de concordancia porcentual del método y cuyos 
resultados nos indica que las técnicas tienen variaciones mínimas y que se 
pueden utilizar confiablemente. 
 
7.7 FASE V 
Se realizó el análisis de muestras reales, análisis de muestras naturales de 
diversas concentraciones. 
 
7.7.1 Procedimiento para una muestra real análisis de hierro. 
Se agito vigorosamente los recipientes que contienen las muestras y en una 
probeta se midió 50 ml y se transfirió a un erlenmeyer de 250 ml, se midió 50 ml 
de agua destilada libre de hierro y se transfirió de igual manera a otro erlenmeyer 
para utilizarla como blanco. 
Se agrega 2 ml de acido clorhídrico concentrado, 1 ml de hidroxilamina y 3 perlas 
de ebullición a cada uno de los erlenmeyers. Se colocan los erlenmeyers sobre 
una plancha de calentamiento localizada dentro de una cámara de extracción y se 
calentó hasta que hirviera moderadamente las soluciones para reducir el volumen 
hasta  (15 o 20) ml aproximadamente; Se dejo enfriar los erlenmeyers a 
temperatura ambiente y se transfirió cuantitativamente su contenido a balones 
volumétricos de 100 ml con lavados sucesivos a los erlenmeyers con agua 
destilada libre de hierro, sin sobrepasar los 35 ml. 
A cada balón se agrego 5 ml de solución reguladora de acetato de amonio y 5 ml 
de solución reguladora de acetato de sodio y 2 ml de fenantrolina se completo 
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hasta aforo con agua destilada y se homogenizó. Se  tomo un tiempo de 15 
minutos y se hizo la medición respectiva en el espectrofotómetro. 
En el momento de analizar las muestras se codificaron las muestras como se 
muestra en la tabla y solo al finalizar el análisis se informó la procedencia de cada 
muestra. 




   
 
 
Donde: C: concentración de hierro en mg/L arrojada por el espectrofotómetro 
 B: Factor de corrección por dilución (volumen del balón) en ml 
 M: Volumen de muestra tomado para diluir en ml  







[ ]  
REAL DE LA 
MUESTRA en ppm 
 
MUESTRA 
# 1 0,103 0,206 Agua Hostal 
xxx 
#2 0,4905 0,9809 Agua de pozo 
1 xxx 
#3 0,4902 0,9804 Agua de pozo 
2 xxx 
Concentración del blanco < 0,05 ppm 
 
7.7.2 Procedimiento para una muestra real análisis de fosfatos. 
Se midió 100ml de la muestra y se agrego una gota de indicador fenolftaleína; si la 
muestra se torno rosada, se agrego gota a gota solución de acido fuerte hasta que 
desaparezca el color, se agrego 4 ml de solución de molibdato de amonio y se 
agito vigorosamente, posteriormente se agrego 10 gotas de solución de cloruro 
estañoso y se agito vigorosamente y de inmediato se inicia el coteo de 12 minutos 










Tabla 28. Análisis de fosfatos en muestras reales 
 
MUESTRA DE FOSFATOS 
[ ] 
EXPERIMENTAL en ppm 
 
MUESTRA 
# 1 0,043 Bocatoma quebrada xxx 
#2 0,045 Planta de tratamiento xxx 
#3 0,123 Tanque N°1 clínica xxx 
#4 0,125 Tanque N° 2 clínica xxx 
Concentración del blanco < 0,05 
 
7.8 FASE VI 
En esta fase se estudia la capacidad del procedimiento para permanecer 
inafectado por pequeñas, pero deliberadas variaciones en los parámetros del 
método. Estos datos proporcionaran una indicación de su fiabilidad durante su uso 
normal.31 
 
Se analizó la variación en la metodología, haciendo cambios a los protocolos 
evaluados en procesos anteriores, evaluando el comportamiento de los métodos y 
su influencia en los resultados (Robustez). 
 
7.8.1 ROBUSTEZ EN HIERRO 
. Se prepararon 2 soluciones de 0,2 ppm, 3 de 0,3 ppm y 2 de 0,5 ppm 
modificando la dosis de ortofenatrolina, utilizando solo la mitad del volumen 
seguido en el procedimiento normal. 
Se adiciono 10ml de agua destilada a cada uno, con bureta de 25ml se adiciona 
(2, 3, y 5) ml de solución patrón de 10ppm a cada balón correspondiente, al blanco 
no se le adiciono solución patrón. Posteriormente se agregó 1ml de hidroxilamina 
y se agito, se agregó 5ml de solución reguladora de acetato de amonio y 5ml de 
solución reguladora de acetato de sodio, se agito y se agregó 1ml de orto-
fenantrolina, inmediatamente se aforo con agua destilada y se tomó un tiempo de 
15 minutos para que se desarrolle totalmente el color. Con el equipo calibrado y 




Tabla 29. Resultados de la robustez en hierro 
 
Se prepararon estándares de (0.1, 0.2 y 0.3) ppm de hierro, en este caso se utilizo 
los reactivos a la mitad del volumen. 
 













# 1 0,1 0,102 102 
#2 0,1 0,097 97 
#3 0,2 0,206 103 
#4 0,2 0,207 103,5 
#5 0,3 0,305 101,6 
#6 0,3 0,307 102 
 
Como se puede ver en las tablas 29 y 30, al reducir el volumen de algunos 
reactivos a la mitad se pueden obtener datos robustos y consistentes, observando 
















# 1 0,2 0,197 98,5 
#2 0,2 0,199 99,5 
#3 0,3 0,303 101 
#4 0,3 0,304 101 
#5 0,3 0,305 102 
#6 0,5 0,499 99,8 
#7 0,5 0,504 100,8 
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7.8.2 ROBUSTEZ EN FOSFATOS 
Se preparó una serie de patrones de 0.20 ppm a partir de la solución madre 
preparada de 10ppm, de la siguiente manera. 
 
Inicialmente se marcó balones aforados de 50ml como se indica: Blanco, Muestra 
(1,2,3,4,5,6,7,8) Se adiciono 10ml de agua destilada a cada uno, con bureta de 
25ml se adiciono 2 ml de solución patrón de 10ppm a cada balón, el blanco no se 
le adiciono solución patrón. Posteriormente se agrego 4ml de solución de 
molibdato de amonio y se agito vigorosamente, posteriormente se adiciono 10 
gotas de cloruro estañoso, al balón (1y 2), a los demás balones se le adiciono solo 
8 gotas del mismo reactivo y se agito vigorosamente, se aforo rápidamente con 
agua destilada y se inicio de inmediato la medición de 12 minutos para que se 
desarrolle totalmente el color. Con el equipo calibrado y longitud de onda ajustada 
se procedió a la medición. 
 




Según los resultados obtenidos se observa que una pequeña reducción de 




MUESTRA DE FOSFATOS 
[ ] 
TEORICA en ppm 
[ ] 
EXPERIMENTAL en ppm 
# 1 0,2 0,205 
#2 0,2 0,203 
#3 0,2 0,224 
#4 0,2 0,223 
#5 0,2 0,224 
#6 0,2 0,220 
#7 0,2 0,227 
#8 0,2 0,225 
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7.9 FASE VII 
Se realizaron ensayos de colaboración con un laboratorio externo para el estudio 
del funcionamiento de los métodos y evaluar las desviaciones entre laboratorios.  
Se contaba con solución estándar de 200ppm en hierro y a partir de esta se 
preparo solución patrón de 10 ppm en hierro de la cual se partió para preparar 2 
soluciones de 0,2 ppm en hierro y 2 solución de 0,4 ppm en hierro, las cuales 
fueron envasadas en frasco limpios de hierro y rotuladas de acuerdo a la 
concentración que tenían; De las anteriores se tomo un volumen adecuado para 
ser analizadas en laboratorio y el volumen restante se envió a un laboratorio de 
corroboración (LABORATORIO DE SALUD PUBLICA). 
 




















# 1 0,2 0,202  
0,197 
98% 
#2 0,2 0,206 96% 
#3 0,4 0,404  
0,398 
99% 
#4 0,4 0,406 98% 
 
 
El porcentaje de concordancia en las muestras es elevado, lo que indica que 
nuestro análisis es consistente y confiable ante muestras provenientes de otros 
laboratorios. También nos asegura que las metodologías de las técnicas están 
bien establecidas y el laboratorio tiene la certeza de analizar de una forma clara, 
las situaciones o muestras que se presenten o exijan. 
 
En contraste, un ensayo de colaboración pretende evaluar la precisión de un 
método analítico, y a veces su capacidad para proporcionar resultados libres de 
sesgo, en este caso consistió preparar muestras por un solo operador y analizar la 
misma muestra en laboratorios diferentes obteniéndose resultados de elevada 






7.10 ADICION ESTANDAR 
 
El método es muy utilizado en espectrometría de absorción y emisión atómica, 
consiste en la adición de cantidades conocidas y crecientes del analito a la propia 
muestra problema, la lectura de las correspondientes respuestas instrumentales y 
la posterior construcción de la recta de adiciones estándar.32. La posterior 
cuantificación del analito se realiza por extrapolación de la recta de calibrado al 
punto del eje de abscisas donde la respuesta es cero.33,34 
 
Inicialmente se marcó 7 balones aforados de 100ml como se indica: Blanco, (1, 2, 
3, 4, 5, 6, 1.5). Se adiciono 50ml de agua de la llave a cada uno, con pipeta 
volumétrica de 50 ml,  se adiciono volúmenes conocidos de solución patrón de 
10ppm a cada balón correspondiente, al blanco no se le adiciono solución patrón. 
Posteriormente se agregó 1ml de hidroxilamina y se agito, se agregó 5ml de 
solución reguladora de acetato de amonio y 5ml de solución reguladora de acetato 
de sodio, se agito y se agregó 2ml de orto-fenantrolina, inmediatamente se aforo 
con agua destilada y se tomó un tiempo de 15 minutos para que se desarrollara 
totalmente el color y se procedió a la medición. 
 









Según la AOAC cuando se trabaja en unidades de ppm los porcentajes de 
recuperación deben estar entre (80 y 115) %.35 
            ó  
                              
             
                 
                      
 
En donde: 
 [ ] Fortificada adicionada = concentraciones experimentales 
Absorbancia [ ]experimental ppm [ ] teórica ppm % de recuperación 
0,105 0,308 0,27 101,1 
0,118 0,352 0,32 99,1 
0,136 0,409 0,38 98,4 
0,176 0,54 0,5 101 
0,226 0,703 0,7 95,4 
0,333 1,054 1 101,9 
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[ ] Sin fortificar /adicionada = concentración del blanco es decir sin solución 
estándar 
[ ] Teórica fortificada = concentración teórica adicionada sin tener en cuenta el 
agua de la llave. 
Observando los resultados obtenidos de porcentaje de recuperación en la adición 
estar de hierro, basados en la AOAC, se determina que el método es selectivo 
hacia el analito cuando hay presencia de otras especies químicas. 
 
 




Se realizo extrapolación de la recta de calibrado al punto del eje de abscisas 
donde la respuesta en el eje de las ordenadas es cero, el valor obtenido en este 
punto es la cantidad de analito que se encuentra en la matriz, para determinar la 
concentración de hierro en agua de la llave se aplica el valor absoluto. 






































Según la AOAC cuando se trabaja en unidades de ppm los porcentajes de 
recuperación deben estar entre (80 y 115) %. 
            ó  
                              
             
                 
                      
 
En donde: 
 [ ] Fortificada adicionada = concentraciones experimentales 
[ ] Sin fortificar /adicionada = concentración del blanco es decir sin solución 
estándar 
[ ] Teórica fortificada = concentración teórica adicionada sin tener en cuenta el 
agua de la llave. 
Observando los resultados obtenidos de porcentaje de recuperación en la adición 
estar de fosfatos, basados en la AOAC, se determina que el método es selectivo 











Absorbancia [ ]experimental ppm [ ] teórica ppm % de recuperación 
0,014 0,063 0,05 93 
0,032 0,162 0,15 97 
0,054 0,264 0,25 99 
0,091 0,462 0,45 99 
0,13 0,665 0,65 99,8 









Se realizó extrapolación de la recta de calibrado al punto del eje de abscisas 
donde la respuesta en el eje de las ordenadas es cero, el valor obtenido en este 
punto es la cantidad de analito que se encuentra en la matriz, para determinar la 
concentración de hierro en agua de la llave se aplica el valor absoluto. 
 












































LABORATORIO ALISCCA Ltda 
t experimental : 175,9 t experimental : 44,14 Se rechaza la hipótesis nula (Ho), 
Se acepta la hipótesis alternativa (Hi) ttabla: 2,9 ttabla: 2,45 
texp>t tabla (se 
rechaza Ho) 
se acepta Hi 
texp>t tabla (Se 
rechaza Ho) 
se acepta Hi 
 
r2: 0,9989 r2: 0,9979 Mayor a 0,9950 










LOD X10 < VALOR LEGISLACION 
CUMPLE CUMPLE 


















Tabla 36. Comparación de la precisión en términos de repetitividad para hierro y 
fosfatos 
Precisión en términos de repetitividad 
  Técnica                                             Hierro a 0,2 ppm Fosfatos 0,05 ppm 
Incertidumbre estándar(por repetitividad) 0,001895 ppm 0,00005132ppm 
Incertidumbre estándar relativa 
(por repetitividad del método) 
0,009442 1,0019x10-3 
Desviación media 0,006220 0,001566 
Desviación relativa 0,03099 0,03053 






Tabla 37. Comparación atributos   para hierro y fosfatos. 
TECNICA HIERRO Fosfatos 
ATRIBUTO 0,05 ppm 1,5 ppm 0,05 ppm 1,6 ppm 
Desviación media 0,0015 0,00217 0,0172 0,00104 
Desviación relativa  0,02830 0,00145 0,03329 0,000651 
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Tabla 38. Materiales necesarios para la validación 
 
Materiales Unidades 
1 Balones aforados de 1L 3 
2 Balones aforados de 100ml clase A 8 
3 Bureta de 10ml clase A 1 
4 Pipeta aforada 5mll 6 
5 Pipeta aforada 1ml 4 
6 Beaker 250ml 4 
7 Beaker 100ml 4 
8 Vidrio reloj 4 
9 Pesa sales 4 
10 Erlenmeyer 100ml 8 
11 Soporte universal 2 
12 Pinzas 4 
13 Espátulas 8 






Tabla 39. Equipos necesarios para la validación 
  Equipos Unidades 
1 Balanza analítica marca OHAUS de 
cuatro cifras significativas 
1 
2 Estufa de secado 1 
3 Estufa de secado a vacio 1 
4 Baño María 1 
5 Agitador vortex 1 
6 
Manta de calentamiento Corning con 
agitación magnética 1 
7 Cabina de extracción  1 
8 PH-metro marca HANNA 1 




Tabla 40. Reactivos necesarios para la validación 
 REACTIVOS 
1 Agua destilada tipo II 
2 Ácido clorhídrico concentrado 
3 Clorhidrato de hidroxilamina 
4 Acetato de amonio 
5 Ácido acético concentrado (glacial) 
6 Acetato de sodio 
7 Monohidrato de O- fenantrolina 
8 Sulfato de hierro(II), amonio 
hexahidratado 
9 Ácido sulfúrico concentrado 
10 Sulfato ferroso amónico 
hexahidratado 
11 Permanganato de potasio 
12 Éter diisopropílico 
13 Fenolftaleína 
14 Ácido nítrico 
15 Heptamolibdato de amonio 
16 Cloruro estañoso 
17 Glicerol 






















Tabla 41. Estimación de costos para la técnica Fe (total) 
ESTIMACION DECOSTOS PARA Fe(total) 
Etapa de realización N° de veces que se realiza la técnica Valor($) 
Curva de trabajo  7 112000 
Fase III 49 784000 
Fase IV 10 160000 
Fase V 7 112000 
Fase VI 12 192000 
Fase VII 8 128000 








Tabla 42. Estimación de costos para la técnica PO4
=(total) 
ESTIMACION DE  COSTOS PARA PO4
=(total) 
Etapa de realización N° de veces que se realiza la técnica Valor($) 
Curva de trabajo  7 105000 
Fase III 49 735000 
Fase IV 10 150000 
Fase V 7 105000 
Fase VI 12 180000 
Fase VII 8 120000 
Valor total 1395000 
 











10. ANALISIS DE RESULTADOS 
 
 La buena exactitud y precisión en términos de reproducibilidad y 
repetitividad de los resultados obtenidos en las técnicas validadas indican la 
presencia de errores aleatorios pequeños, haciendo que los resultados de 
la validación no difieran mucho entre sí. 
 
 Los límites de detección realizados para las validaciones fueron calculados 
a partir de la mínima concentración de analitos que se pueden leer en los 
equipos (0,05 ppm), siendo estos valores bajos y aplicables para el uso en 
los distintos análisis que se llevan a cabo en el laboratorio. 
 
 La no concordancia entre los resultados diarios presentados en las curvas 
de calibración comparativas, se debió a los diferentes factores de ajuste de 
los equipos y condiciones ambientales. 
 
 Según los resultados obtenidos en las tablas 17 y 18 se puede concluir que 
los métodos presentan errores considerables al igual que las desviaciones 
relativas, a concentraciones iguales a 0,05 ppm, sin embargo a medida que 
aumentan las concentraciones estos errores adquieren valores pequeños y 
permanecen constantes, lo que nos indica que los métodos tienen 
variaciones mínimas. 
 
 El estándar de 10ppm de Hierro no es estable por más de 2 meses ya que 
tiende a formar floculo y/o aglomerados que alteran la concentración de la 
solución; sin embargo el estándar de 200 ppm si lo es. 
 
 Si al momento de realizar la medición de hierro total no se agita 
vigorosamente, no se genera la coloración ideal y por lo tanto produce 
medidas erróneas, por lo tanto se debe hacer una buena agitación, mínimo 
de 7 minutos después de preparar la muestra y al momento de la medición, 
ya que si no se hace se observa mayor concentración en la parte inferior. 
 
 Es de suma importancia hacer periódicamente control de calidad al agua 
destilada, para verificar la ausencia de especies químicas que interfieran en 
los análisis en los cuales se van a determinar analitos específicos, este 
control de calidad se hizo según el manual del el laboratorio ALISCCA. 
MFQ-004. Versión I edición 2008. 
 
 Es imprescindible resaltar la importancia de realizar la fase III, la fase IV y 
los ensayos de colaboración. En la fase III el analista prepara y analiza los 
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estándares y esto puede llevar a errores de varios tipos, dado que 
inconscientemente el analista al conocer la concentración del estándar 
puede tender a buscar el valor que se debe obtener, perdiendo así 
objetividad e imparcialidad en el análisis. Situación que la fase IV corrige, 
ya que cuando otro analista prepara el estándar y no revela su 
concentración hasta que el analista principal ya ha terminado las 
valoraciones, se evita el exceso de confianza y se recupera la imparcialidad 
y objetividad del análisis así como su capacidad de tomar decisiones.  
 
 Puede que exista una fuente de error desconocida por ejemplo un 
porcentaje de pureza del estándar menor al óptimo, con este tipo de 
situaciones la fase uno no podría determinar la causa del problema y la 
preparación del estándar por otro analista tampoco. Es por esto que se 
realizan ensayos de colaboración con otros laboratorios, permitiendo 
conocer y evaluar el funcionamiento del método estudiando la precisión y 
nivel de sesgo del mismo. 
 
 El porcentaje de concordancia en las muestras es elevado, lo que indica 
que nuestro análisis es consistente y confiable ante muestras provenientes 
de otros laboratorios. También nos asegura que la metodología de las 
técnicas están bien establecidas y el laboratorio tiene la certeza de analizar 
de una forma clara, las situaciones o muestras que se presenten o exijan. 
 
 
En contraste, un ensayo de colaboración pretende evaluar la precisión de 
un método analítico, y a veces su capacidad para proporcionar resultados 
libres de sesgo, en este caso consistió preparar muestras por un solo 
operador y analizar la misma muestra en laboratorios diferentes 
obteniéndose resultados de elevada concordancia y analistas de 
laboratorios expertos y competitivos. 
 
 Las técnicas validadas son precisas en términos de reproducibilidad y 
repetitividad evidenciadas por el porcentaje de concordancia, lo cual 
también se presenta en el programa interlaboratorios (PICCAP).  
 
 El porcentaje de recuperación hallado en la adición estándar es alto y está 
dentro de los rangos establecidos por la AOAC, por lo tanto se concluye 
que los métodos validados son selectivos hacia los analitos estudiados 
cuando hay presencia de otras especies químicas. 
 
 Los métodos de análisis cumple los criterios del laboratorio ALISCCA Lda. 
Los cuales son: 
- Un coeficiente de correlación cerca a 1. 
- Una prueba de t de contraste de 2 colas y n-2° de libertad. 
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- Un comportamiento homoceastico de los datos. 
Con lo anterior se concluye que las curvas de calibración tienen 



































 Se validó las técnicas de Hierro total y Fosfatos en agua, en el laboratorio 
ALISCCA Ltda. 
 
 Se documentó los procedimientos de validación de las técnicas: 
determinación de hierro total por la técnica 1,10-ortofenantrolina y 
determinación de fosfatos por la técnica de Denigé, en agua potable en el 
laboratorio ALISCCA Ltda. 
 
 Se valido la técnica para la determinación de hierro total por el método 
fotométrico de la 1,10-fenantrolina en agua potable. 
 
 Se valido la técnica para determinar Fosfatos por el método fotométrico 
Denigé o del azul de molibdeno en agua potable. 
 
 Se estableció experimentalmente y para las condiciones del laboratorio 
ALISCCA Ltda., los atributos de las técnicas: Precisión en términos de 
repetitividad y reproducibilidad, exactitud, límite de confianza, límite de 
detección, robustez, porcentaje de recuperación, porcentaje de 
concordancia, rango lineal de trabajo, entre otros. 
 
 Se realizo los informes de validación de las técnicas determinación de 















Para la elaboración de este documento se tuvo en cuenta las siguientes normas 
técnicas: 
 
ICONTEC, Instituto colombiano de normas técnicas. Normas colombianas para la 
presentación de trabajos de investigación. Sexta actualización. Santa fe de Bogotá 
D.C.; ICONTEC, 2008. NTC 1486, Contacto grafico Ltda. 2008. 
 
ICONTEC, Instituto colombiano de normas técnicas. Normas colombianas para 
Referencias bibliográficas. Contenido, forma y escritura trabajos de investigación. 
Sexta actualización. Santa fe de Bogotá D.C.; ICONTEC, 2008. NTC 5613, 
Contacto grafico Ltda. 2008.  
 
ICONTEC, Instituto colombiano de normas técnicas. Normas colombianas de 
Referencias documentales para fuentes de información electrónica. NTC 4490, 
Sexta actualización. Santa fe de Bogotá D.C.; ICONTEC, 2008. NTC 1486, 
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